(12) DJ 



emai^Bnternationale publiee en vertu du 
en matiere de brevets (pct) 




(19) Organisation Mondiale de la Propriete 
Intellectuelle 

Bureau international 

(43) Date de la publication internationale 
5 fevrier 2004 (05.02.2004) 




PCT 



DE COOPERATION 



(10) Numero de publication internationale 

WO 2004/011938 A3 



(51) Classification internationale des brevets 7 : 

G01N 33/50, 1/28, BOIL 3/00 

(21) Numero de la demande internationale : 

PCT/FR2003/002298 

(22) Date de depot international: 21 juillet 2003 (21.07.2003) 

(25) Langue de depot : francos 

(26) Langue de publication : franc ais 

(30) Donnees relatives a la priorite : 

02 09326 23 juillet 2002 (23.07.2002) FR 

(71) Deposant (pour tous les Etats designes sauf US) : COM- 
MISSARIAT A L'ENERGIE ATOMIQUE [FR/FR]; 
31-33 rue de la Federation, F-75015 PARIS (FR). 

(72) Inventeurs; et 

(75) Inventeurs/Deposants (pour US seulement) : 



SCHAACK, Beatrice [FR/FR]; 17 rue Mozart, F-38000 
GRENOBLE (FR). CHATELAIN, Francois [FR/FR]; 
413 rue H. Berlioz, F-38170 LE CHEVALON DE 
VOREPPE (FR). FOUQUE, Brigitte [FR/FR]; 3 av- 
enue A. Berges, F-38170 SEYSS1NET (FR). FUCHS, 
Alexandra [FR/FR]; 2 rue Saint Robert, F-38120 SAINT 
EGREVE (FR). FOUILLET, Yves [FR/FR]; 17 chemin 
des carrieres, F-38340 VOREPPE (FR). 

(74) Mandataires : ORES, Beatrice etc.; CABINET ORES, 
36 rue de Saint Petersbourg, F-75008 PARIS (FR). 

(81) Etats designes (national) : AE, AG, AL, AM, AT, AU, AZ, 
BA, BB, BG, BR, BY, BZ, CA, CH, CN, CO, CR, CU, CZ, 
DE, DK, DM, DZ, EC, EE, ES, FI, GB, GD, GE, GH, GM, 
HR, HU, ID, IL, IN, IS, JP, KE, KG, KP, KR, KZ, LC, LK, 
LR, LS, LT, LU, LV, MA, MD, MG, MK, MN, MW, MX, 
MZ, NI, NO, NZ, OM, PG, PH, PL, PT, RO, RU, SC, SD, 
SE, SG, SK, SL, SY, TJ, TM, TN, TR, TT, TZ, UA, UG, 
US, UZ, VC, VN, YU, ZA, ZM, ZW. 

[Suite sur la page suivante] 



(54) Title: METHOD AND DEVICE FOR SCREENING MOLECULES IN CELLS 

(54) Titre : PROCEDE ET DISPOSITIF POUR LE CRIBL AGE DE MOLECULES DANS DES CELLULES 




Goutte Gl de cellules 



Filni F 



Support S 





k 


Rea 


ctif R 









as A. Goutte Gl sur support S 



B. Injection de reactif R dans Gl 



00 

2 



1...REASENT R 

2.. .DROP G1 OF CELLS 

3 ...FILM F 

4. ..SUPPORT S 

A. .DROP G1 ON SUPPORT S 

B. .. INJECTION OF REAGENT R IN G1 



-■^ (57) Abstract: The invention concerns a method for reacting a reagent R with a cell C, which consists in: setting the cell C on a 
2" support S comprising a substantially planar surface, in the form of an aqueous drop on said surface; covering the planar surface of 
S the support S whereon the aqueous drop has been set containing the cell C with a separation film F, allowing through gases and 
preventing the aqueous drops set on the support S from evaporating, F being non-miscible with the reagent R; triggering the reaction 
between the reagent R and the cell C by introducing the reagent R in the aqueous drop containing the cell C. The invention also 
O concerns a device for implementing said procedure and its applications. 
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(57) Abrege : Llnvention conceme un proced6 de mise en reaction d'un reactif R avec une cellule C, dans lequel :- la cellule C est 
deposee sur un support S comportant une surface sensiblement plane, sous forme d'une goutte aqueuse sur ladite surface,- la surface 
plane du support S sur laquelle a ete deposee la goutte aqueuse contenant la cellule C est recouverte par un film de separation F, 
permettant le passage des gaz et empechant revaporation des gouttes aqueuses deposees sur le support S, F 6tant non miscible avec le 
reactif R,- la reaction entre le reactif R et la cellule C est declenchee par l'introduction du reactif R dans la goutte aqueuse contenant 
la cellule C.L'invention conceme egalement un dispositif pour la mise en uvre de ce procede et ses utilisations. 
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REVENDICATIONS 

1°) Precede de mise en reaction d ! un reactif R avec au moins une 
cellule C, ledit precede etant caracterise en ce que : 
5 - la cellule C est deposee sur un support S comportant une surface 

sensiblement plane, sous forme d'une goutte aqueuse sur ladite surface, 

- la surface sensiblement plane du support S sur laquelle a ete 
deposee la goutte aqueuse contenant la cellule C est recouverte par un film de 
separation F, permettant le passage des gaz et empechant P evaporation des gouttes 

10 aqueuses deposees sur le support S, F etant non miscible avec le reactif R, 

- la reaction entre le reactif R et la cellule C est declenchee par 
F introduction du reactif R dans la goutte aqueuse contenant la cellule C, 

- le support S presente sur sa surface plane un caractere hydrophobe 
et au moins un moyen destine a la reception des gouttes aqueuses constitue par une ou 

15 plusieurs zones hydrophiles. 

2°) Precede selon la revendication 1, caracterise en ce que 
Paccrochage des gouttes sur le support S se fait par capillarite. 

3°) Precede selon la revendication 1 ou de la revendication 2, 
caracterise en ce que le support S est constitue par une plaque d'un materiau choisi 

20 parmi le silicium, le verre ou un polymere. 

4°) Precede selon Tune quelconque des revendications 1 a 3, 
caracterise en ce qu'une goutte aqueuse contenant la cellule C est deposee sur le 
support S, une seconde goutte aqueuse contenant le reactif R est injecte, a Paide de 
tout ou moyen d'injection approprie, directement dans la goutte contenant la cellule C. 

25 5°) Precede selon Tune quelconque des revendications 1 a 3, 

caracterise en ce qu'une premiere goutte aqueuse est deposee sur le support S puis une 
seconde goutte aqueuse est deposee sur le meme support a proximite de la premiere, 
Tune de ces gouttes contient la cellule C, P autre le reactif R, la reaction du reactif R 
avec la cellule C est declenchee par la fusion des deux gouttes. 

30 6°) Precede selon Tune quelconque des revendications 1 a 3, 

caracterise en ce que le reactif R est fixe au support S ou au film F, la cellule C est 
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deposee sous forme (Tune goutte aqueuse sur le support S et le reactif R est alors 
decroche du support S ou du film F afin de permettre sa reaction avec la cellule. 

7°) Procede selon Tune queiconque des revendications 1 a 6, 
caracterise en ce que le film de separation F est un liquide choisi parmi les huiles et 
5 les solvants organiques. 

8°) Procede selon la revendication 7, caracterise en ce que le film de 
separation F est choisi parmi les huiles minerales et les huiles de silicone. 

9°) Procede selon Tune queiconque des revendications 1 a 6, 
caracterise en ce que le film de separation F est de Fair sature en humidite. 
10 10°) Procede selon Time des revendications 1 a 6, caracterise en ce 

que le film de separation F est un film souple, soiide. 

11°) Procede selon la revendication 10, caracterise en ce que le film 
de separation F est en polydimethylsiioxane ou en nitrocellulose. 

12°) Procede selon Tune queiconque des revendications 1 a 6, 
15 caracterise en ce que le film de separation F est un capot rigide alveole en materiau 
poreux. 

13°) Procede selon Tune queiconque des revendications 1 a 12 
caracterise en ce que le depot des gouttes aqueuses contenant une ou plusieurs cellules 
ou un reactif sur le support S se fait au moyen de fins capillaires. 
20 14°) Procede selon Tune queiconque des revendications 1 a 12 

caracterise en ce que le depot des gouttes aqueuses contenant une ou plusieurs cellules 
ou un reactif sur le support S se fait au moyen d'une buse. 

15°) Procede selon Tune queiconque des revendications 1 a 14, 
caracterise en ce qu'il comporte une etape de deplacement du support S apres le depot 
25 sur le support S de la premiere serie de gouttes. 

16°) Procede selon Tune queiconque des revendications 1 a 15, 
caracterise en ce que les cultures de cellules sous forme de gouttes aqueuses sont 
conservees au moins 24 heures. 

17°) Procede selon Tune queiconque des revendications 1 a 16, 
30 caracterise en ce que plusieurs gouttes aqueuses comprenant chacune au moins une 
cellule sont deposees sur le support S, sous le film de separation F, lesdites gouttes 
etant isolees les unes des autres. 
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18°) Procede selon l'une quelconque des revendications 1 a 17, 
caracterise en ce qu'une goutte contient de 1 k 100 cellules. 

19°) Procede selon Tune quelconque des revendications 17 et 18, 
caracterise en ce que Ton place des cellules differentes dans les differentes gouttes. 
5 20°) Procede selon Tune quelconque des revendications 17 et 18, 

caracterise en ce que Ton place des cellules identiques dans les differentes gouttes. 

21°) Procede selon la revendication 20, caracterise en ce que le 
support est une plaque hydrophobe comportant des zones hydrophiles et que l'etape 
d'injection des gouttes aqueuses contenant des cellules est remplace par i'immersion 
10 de la plaque dans une solution aqueuse contenant les cellules. 

22°) Procede selon Tune quelconque des revendications 1 a 21, 
caracterise en ce que les molecules de reactif sont preparees directement apres depot 
sur le support, par un procede choisi parmi la synthese in situ^ la transcription in vitro 
dans la goutte, la reaction de polymerisation en chaine peptidique et nucleique. 
15 23°) Procede selon Tune quelconque des revendications 1 a 22, 

caracterise en ce que le reactif est une molecule d f ADN. 

24°) Procede selon la revendications 23, caracterise en ce que TADN 
est sous forme precipitee, notamment sous forme de phosphate de calcium. 

25°) Procede selon Tune quelconque des revendications 1 a 22, 
20 caracterise en ce que le reactif est facteur de transcription. 

26°) Procede selon Tune quelconque des revendications 1 a 25, 
caracterise en ce que Ton depose successivement plusieurs reactifs destines a reagir 
avec une meme cellule. 

27°) Procede selon Tune quelconque des revendications 1 a 26, 
25 caracterise en ce que Ton depose plusieurs gouttes aqueuses renfermant des cellules et 
on fait fusionner ces gouttes. 

28°) Procede selon la revendication 27, caracterise en ce que Ton 
depose des cellules gliales et des neurones pour les faire communiquer au sein d'une 
meme goutte. 

30 29°) Procede selon Tune quelconque des revendications 1 a 28, 

caracterise en ce que Ton fait reagir des reactifs dans un premier type de cellules de 
fa9on a declencher une reaction cellulaire, telle que la production d'une proteine 
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recombinante puis on fait reagir cette premiere cellule avec une cellule d f un autre type 
par fusion avec une autre goutte. 

30°) Procede selon l'une quelconque des revendications 1 a 29 dans 
lequel le support comporte des moyens de separation, caracteris6 en ce que Ton 
5 depose une goutte aqueuse comprenant au moins une cellule d'un premier type d'un 
cote du moyen de separation et une goutte aqueuse comprenant au moins une cellule 
dun second type de l'autre cote du moyen de separation puis que Ton opere la fusion 
des gouttes cellulaires. 

31°) Procede selon Tune quelconque des revendications 1 a 30, 
10 caracterise en ce que le reactif est choisi parmi les molecules marquees, notamment 
les marqueurs fluorescents et radioactifs. 

32°) Procede selon Tune quelconque des revendications 1 a 31, 
caracterise en ce que la cellule est choisie parmi : des cellules primaires, des 
hybridomes, des lignees de cellules, des cellules souches, un morceau de tissu 
15 cellulaire, et leurs melanges. 

33°) Dispositif permettant la mise en reaction d'un reactif R avec 
une cellule C, ce dispositif etant caracterise en ce qu ! il comporte : 

- un support S comportant une surface sensiblement plane a 
caractere hydrophobe et au moins un moyen destine a la reception des gouttes 

20 aqueuses, constitue d'une ou plusieurs zones hydrophiles, la surface S etant recouverte 
d'un film de separation F permettant le passage des gaz et empechant Pevaporation 
des gouttes aqueuses deposees sur le support, F etant non miscible avec le reactif R, 

- des moyens permettant le depot sur ladite surface et sous le film F, 
de gouttes aqueuses contenant la cellule C, 

25 - une enceinte a atmosphere controlee dans laquelle est place le 

support S de fa9on a permettre la survie de la cellule C. 

34°) Dispositif selon la revendication 33, caracterise en ce que le 
support S est constitue par une plaque d'un materiau choisi parmi le silicium, le verre 
ou un polymere. 

30 35°) Dispositif selon la revendication 33 ou la revendication 34, 

caracterise en ce que le moyen destine a la reception des gouttes aqueuses consiste en 
des zones de la surface plane du support S d'une taille allant de 5 jam 2 a 5 mm 2 . 
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36°) Dispositif selon Tune quelconque des revendications 33 a 35, 
caracterise en ce que le support S presente au moins Tune des caracteristiques a) a c) 
ci-dessous : 

a) le support S comporte sur sa surface plane des cavites, d ! une 
5 profondeur allant de 1 micron a 1 millimetre constituant le moyen de reception ; 

b) le support S est une plaque munie d'excroissances d'epaisseur 
allant de 1 micron a 1 millimetre, disposees sur sa surface et destinees a favoriser 
l'accrochage des gouttes ; 

c) le support S est une plaque munie d'au moins un fil, sur lequel 
10 viennent s'accrocher les gouttes. 

37°) Dispositif selon Tune quelconque des revendications 33 a 36, 
caracterise en ce que les moyens permettant le depot des gouttes aqueuses sur le 
support S consistent en de fins capillaires. 

38°) Dispositif selon Tune quelconque des revendications 33 a 37, 
15 caracterise en ce que les moyens permettant le depot des gouttes aqueuses sur le 
support S consistent en un systeme piezoelectrique muni d f une buse. 

39°) Dispositif selon Tune quelconque des revendications 33 a 38, 
caracterise en ce que le support S du dispositif est mobile. 

40°) Dispositif selon Tune quelconque des revendications 33 a 39, 
20 caracterise en ce que le support S est constitue d'un film solide fixe a des rouleaux a 
ses deux extremites, les rouleaux etant munis de moyens de bobinage de fa9on a 
permettre le deplacement du film et done le deplacement des gouttes qui ont ete 
deposees dessus. 

41°) Dispositif selon Tune quelconque des revendications 33 a 40, 
25 caracterise en ce qu'il comporte en outre au moins un moyen choisi parmi : 

- des moyens permettant d'apporter de l'energie a une ou piusieurs 
gouttes deposees sur le support ; 

- des moyens de traitement optique d'une ou piusieurs gouttes 
deposees sur le support ; 

30 - des moyens ^application d'un champ magnetique ou d'un champ 

electrique a une ou piusieurs gouttes deposees sur le support ; 



FEUILLE MODIFIEE (ARTICLE 19) 



WO 2004/011938 

v 




PCT7FR2003/002298 



- des moyens de detection focalises sur une ou plusieurs gouttes 
deposees sur le support ; 

- des moyens destines a favoriser la transfection. 

42°) Dispositif selon Tune quelconque des revendications 33 a 41, 
5 caracterise en ce que les moyens utilises dans le dispositif sont relies a un dispositif de 
controle permettant son automatisation. 

43°) Dispositif selon Tune quelconque des revendications 33 a 42, 
caracterise en ce que le support comprend des moyens de reception disposes de fa9on 
reguliere sous forme de matrices. 
10 44°) Dispositif selon Tune quelconque des revendications 33 a 43, 

caracterise en ce que le support est muni de moyens de separation permettant de 
separer deux types de cellules distincts mais autorisant le passage de petites molecules 
entre ces cellules. 

45°) Dispositif selon la revendication 44, caracterise en ce que les 
15 moyens de separation sont disposes au niveau des moyens de reception, sur le support. 

46°) Dispositif selon Tune quelconque des revendications 33 a 45, 
caracterise en ce que les gouttes aqueuses contenant une ou plusieurs cellules 
comportent un milieu de culture. 

47°) Dispositif selon Tune quelconque des revendications 33 a 46, 
20 caracterise en ce que le support est dote d'une surface dont les proprietes 
d'hydrophilie/hydrophobie peuvent varier sous Tinfluence d'un parametre tel que la 
temperature, un champ electrique, un champ magnetique, une irradiation. 

48°) Utilisation d ! un dispositif selon Tune quelconque des 
revendications 33 a 47 pour realiser simultanement et de fa9on automatisee un grand 
25 nombre de reactions d'un reactif sur une cellule en faisant varier la nature du reactif et 
de la cellule. 

49°) Utilisation selon la revendication 48, pour realiser le criblage 
d'un ensemble de composes chimiques sur des cellules vivantes. 

50°) Utilisation d'un dispositif selon Tune quelconque des 
30 revendications 33 a 47 pour etudier des systemes cellulaires choisi parmi : les reseaux 
de neurones, Pepiderme. 
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51°) Utilisation d'un dispositif selon Tune quelconque des 
revendications 33 a 47 pour etudier Taction sur une cellule d'un reactif choisis parmi : 
les molecules d'acides nucleiques, les proteines, les peptides, les molecules d'acide 
nucleique peptidique. 

52°) Utilisation d f un dispositif selon Tune quelconque des 
revendications 33 a 47 pour l'expression de proteines recombinantes. 

53°) Utilisation d ! un dispositif selon Tune quelconque des 
revendications 33 a 47 pour realiser ie criblage de molecules nucleiques destinees a 
modifier l'expression de genes dans les cellules. 

54°) Utilisation d'un dispositif selon Tune quelconque des 
revendications 33 a 47 pour rechercher des sequences genomiques promotrices. 

55°) Utilisation d'un dispositif selon Tune quelconque des 
revendications 33 a 47 pour etudier les interactions entre des cellules de differents 
types. 

56°) Utilisation d ! un dispositif selon Tune quelconque des 
revendications 33 a 47 pour preparation et le criblage d'ARNsi. 
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(57) Abstract: The invention concerns a method for reacting a reagent R with a cell C, which consists in: setting the cell C on a 
^ support S comprising a substantially planar surface, in the form of an aqueous drop on said surface; covering the planar surface of 
^? the support S whereon the aqueous drop has been set containing the cell C with a separation film F, allowing through gases and 
fsj preventing the aqueous drops set on the support S from evaporating, F being non-miscible with the reagent R; triggering the reaction 

between the reagent R and the cell C by introducing the reagent R in the aqueous drop containing the cell C. The invention also 

concerns a device for implementing said procedure and its applications. 
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(57) Abrege : Llnvention conceme un precede de mise en reaction d'un reactif R avec une cellule C, dans lequel :- la cellule C est 
deposee sur un support S comportant une surface sensiblement plane, sous forme d'une goutte aqueuse sur ladite surface,- la surface 
plane du support S sur laquelle a ete deposee la goutte aqueuse contenant la cellule C est recouverte par un film de separation F, 
permettant le passage des gaz et empechant Tevaporation des gouttes aqueuses deposees sur le support S, F etant non miscible avec le 
reactif R,- la reaction entre le reactif R et la cellule C est declenchee par 1'introduction du reactif R dans la goutte aqueuse contenant 
la cellule C.L'invention concerne egalement un dispositif pour la mise en uvre de ce procedS et ses utilisations. 
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L' administration chargee de la recherche international a trouve 
plusieurs (groupes d') inventions dans la demande internationale, a 
savoir: 

1. revendi cations: 1-33 

Procede de mise en reaction d'un reactif avec des cellules 
comprenant : 

(a) la deposition d'une goutte aqueuse contenant les 
cellules sur un support comportant une surface plane; 

(b) la couverture de la goutte avec un film permettant le 
passage de gaz et empechant 1 'evaporation de la goutte, et 
etant non miscible avec le reactif, par exemple de l'huile 
miner ale; 

(c) Tintroduction du reactif dans la goutte. 



2. revendi cat ions: 34-59 

Dispositif comprenant: 

a) un support a surface plane recouverte d'un film 
permettant le passage de gaz et empechant 1 'evaporation 
d'une goutte aqueuse deposee sur le support, par exemple de 
1 'huile minerale; 

(b) des moyens pour le depot sur la surface et sous le film 
de gouttes aqueuses contenant des cellules; 

(c) une enceinte a atmosphere control ee. 
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